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論文内容要旨
浅野晴彦
 膵癌は治癒切除が可能な症例でも予後不良であり,肝転移で再発する例が少なくない。術前か
 らすでに存在する不顕性の肝転移巣や手術操作で機械的に散布された癌細胞が,術後の免疫能の
 低下した時期に顕性の肝転移巣を形成する可能性が考えられている。そこで術後の遺残癌細胞が
 少ない時期ならば,宿主の免疫能を高め,養子免疫療法を行うことにより,膵癌細胞の生物学的
 活性を低下させ,肝転移巣形成を予防しうる可能性があるものと考え,膵癌に対するLAK養子免
 疫療法とBRMによる生体内LAK細胞誘導能についてヌードマウスを用いて検討した。
 【方法1
 ①BALB/cnu/nu8-12週令の雌マウスを用い,その脾細胞をrIL-2下に培養し,経時的に
 NK活性(標的細胞・:YAC-i),LAK活性(標的細胞:EL-4),人膵癌細胞障害活性(標的細
 胞:PK-1,PK-9)を51Cr遊離試験により測定した。
 ②人膵癌増殖抑制効果は,人勝癌細胞PK-1を,ヌードマウスLAK細胞と混合し,ヌードマ
 ウスの皮下接種後の増殖曲線で比較検討した(Winn試験)。
 ③ヌードマウス新鮮脾細胞およびLAK細胞を,マウス抗Thy1.2抗体,家兎抗asialoGM-1
 抗血清を加え処理後,補体を加え,各標的細胞に対する細胞障害活性および人膵癌細胞に対する
 増殖抑制能を測定した。
 ④ヌードマウス脾細胞の表面マーカー陽性率は,FACScanTM(BECTONDICKINSON)を用
 い,1。3/T4(CD4),.Lyt-2(CD8),asialoGM-1(NK),Mac-1(CDllb)にっき新鮮
 脾細胞を対照群にし,LAK細胞の陽性率と比較検討した。
 ⑤oK-432あるいはrIL-2をヌードマウスの腹腔内に投与し,invivo刺激によるLAK細胞の
 生体内誘導を5℃r遊離試験により測定した。
 K結果】
 rIL-2700JRU/m1の条件下で培養したヌードマウス脾細胞のNK活性,LAK活性,膵癌細胞
 培養株に対する細胞障害活性は,1日目より投与前値のそれぞれの値,21.9±16.5%,3.67±4.5
 %,PK-17.93±4.5%,PK-92.05±1,1%,に対して82.3±13.4%,70.5±3.1%,PK-1
 51.3±6.0%,PK-933.3±2.97%と有意の高値(P〈0.01)を示し,7日間持続した。また脾
 細胞数は3日目まで減少を示した後,漸増し7～8日目に前値を越えてpeakを示した。
 膵癌細胞PK-1とrIL-2刺激で得られたヌードマウスLAK細胞をEIT比20で混合接種した群
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 では,投与後20日目の腫瘍体積が0.28±0.2mm3と対照群の11.5±4.09mm3に比べ有意な(P<
 0.01)増殖抑制効果が得られた。
 ヌードマウス新鮮脾細胞を各抗体により処理した,NK活性は,マウス抗Thy1.2抗体処理群で
 はE/丁比100において対照群19.8±4.6%と差はなかったが,家兎抗asialoGM-1抗血清処理群
 では5.1±1.3%であり,有意な細胞障害活性の低下を認めた(P<0.01)。LAK細胞のNK活性は
 E/丁比100において対照群は40,0±4.4%であり,1/50倍家兎抗asialoGM-1抗血清処理群で
 は17.3±1.9%と,有意な活性の低下(P<0.01)を認めた。LAK細胞のLAK活性はEIT比100に
 おいて対照群は25.8±6.7%であり,1/20倍マウス抗Thy1.2抗体,1/100倍およびi/50倍稀釈
 家兎抗asialoGM-1抗血清処理群ではそれぞれ12.2±1.8%,9.6±1.4%,7.4±1.1%と,対
 照群に対して有意な活性の低下(P<0.05)を認めた。
 LAK細胞の人膵癌細胞増殖抑制能に対する抗体処理の影響は,PK-1細胞接種後20日目の腫
 瘍体積は対照群では,11.5±4,09mm3であったのに対しマウス抗Thy1.2抗体処理群では,1.39
 ±0.5mm3,1/50倍家兎抗asialoGM-1抗血清処理群では,4.3±1.74mm3と,対照群に対し
 て有意な増殖抑制効果(P<0,01)を認めた。
 表面マーカー陽性率はLyt-2,L3/T4及びMac-1では対照群との間には差を認めなかった
 が,asialoGM-1はLAK細胞群において60.6±15.5%と対照群の39,3±6.43%に対して有意
 に高値(P<0.05)を示した。
 OK-432およびrIL-2腹腔内投与によるNK活性,LAK活性,膵癌細胞障害活性(標的細胞:
 PK-1,PK-9)はOK-432ではそれぞれ40.O±8,48%,12、14±U,7%,20.7±17.4%,8,05
 ±7.4%と対照群に比べ1～5日に,有意の高値(P<0.05)を示した。rIL-2ではそれぞれ
 66.3±11.3%,22.4±11.5%,16.9±2.39%,11.6±7.1%と対照群に比べ1日目に有意の高値
 (P<0,05)を示した。
 【結論逸
 1)ヌードマウスLAK細胞は種を越えて,人膵癌細胞に対しても細胞障害活性のみならず増
 殖抑制効果を示した。
 2)ヌードマウスLAK細胞はNK細胞由来の性質が強く,一部丁細胞系の性質をも示した。
 3)BRMをinvivoで投与し,生体内にLAK細胞を誘導し得た。
 以上から,LAK細胞をBRMと共に投与することにより,膵癌に対するLAK受動免疫療法の可
 能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 膵癌は治癒切除施行後でも,肝転移再発する例が少なくない。既存する不顕性の肝転移巣や手
 術操作で散布された癌細胞が,術後の免疫能の低下した時期に顕性の肝転移巣を形成する可能性
 が考えられている。術後の遺残癌細胞が少ない時期に,宿主の免疫能を高め,養子免疫療法を行
 うことにより,膵癌細胞の生物学的活性を低下させ,肝転移巣形成を予防する可能性があると考
 え,膵癌に対するLAK養子免疫療法とBRMによる生体内LAK細胞誘導能をヌードマウスを用い
 て検討した。
 ヌードマウスの脾細胞をrIL-2下に培養し,経時的にNK活性,LAK活性,人膵癌細胞障害活性
 を測定すると,rIL-2700JRU/m1の条件下で培養した脾細胞の各活性は,1～7日とも前値に対
 して有意な高値を示し,脾細胞数は3日目まで減少を示した後,漸増し7～8日目に前値を越え
 てpeakを示した。膵癌増殖抑制効果は,人膵癌細胞PK一」とLAK細胞をヌードマウス皮下接種
 後の増殖曲線で比較し,LAK細胞と混合接種した群で,投与後20日目の腫瘍体積が対照群に比し
 有意な増殖抑制効果を示した。新鮮脾細胞およびLAK細胞を,抗Thy1,2抗体,抗asialoGM-
 1抗血清を加え処理後,各活性および人膵癌細胞増殖抑制能を測定すると,新鮮脾細胞のNK活性
 は,抗asialoGM～1抗血清処理群で有意な細胞障害活性の低下を認めた。LAK細胞のNK活性
 は対照群に対し抗asialoGM-1抗血清処理群で有意な活性の低下を認めた。LAK細胞のLAK活
 性は抗Thy1,2抗体,抗asialoGM-1抗血清処理群とも対照群に対して有意な活性の低下を認
 めた。またLAK細胞の人膵癌細胞増殖抑制能に対する抗体処理の影響は,接種後20日目の腫瘍
 体積が抗Thy1,2抗体処理群および抗asialoGM-i抗血清処理群で,対照群に対して有意な増
 殖抑制効果を認めた。表面マーカー陽性率はL3/T4,Ly七一2,asialoGM-1,Maclにつき新鮮
 脾細胞を対照群とし,LAK細胞と比較検討した。Ly七一2,L3/T、およびMaclでは差がなかった
 が,asialoGM-1はLAK細胞群で対照群に対し有意に高値を示した。OK-432あるいはrIL-2
 をヌードマウスの腹腔内投与し,invivo刺激によるLAK細胞の生体内誘導を検討した。OK-432
 およびrIL-2腹腔内投与によるNK活性,LAK活性,膵癌細胞障害活性はOK-432では対照群に
 比べ1～5日に,有意の高値を示した。rIL-2でも対照群に比べ1日目に有意の高値を示した。
 叙上により本研究ではヌードマウスLAK細胞は種を越えて,人膵癌細胞に対しても細胞障害
 活性のみならず,増殖抑制効果をも示し,LAK細胞はNK細胞由来の性質が強く,一部丁細胞系の
 性質をも示すことが判明し,BRMをinvivoで投与し,生体内にLAK細胞を誘導することができ
 た。よってLAK細胞をBRMと共に投与することにより,膵癌に対するLAK受動免疫療法の可能
 性を示唆するという独創的なものであり,他の腫瘍免疫等の系にも応用可能な価値の高いもので
 ある。従って学位授与に値するものと認める。
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